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COMMUNICATIONS 
Contribution à l'immunocytochimie des cellules 
stéroïdogènes dérivées de l'ébauche 
adrénogénitale : mise en évidence 
d'antigènes apparentés aux endorphines 
par M.P. Duems• 
avec la collaboration technique de Martine BATAILLER 
RÉSUMÉ 
La présence d'antigènes apparentés à la met-enképhaline, d'une part, 
à .l'a et à la �ndorphine de l'autre, a été recherchée par immunocytochi­
mie au niveau des cellules stéroïdogènes dérivées de l'ébauche adréncr 
génitale. 
Une réponse positive pour la met-enképhaline et la �ndorphine a été 
observée sur les cellules de Leydig du verrat (mais non chez le bélier) 
dans des conditions montrant la dépendance, vis-à-vis de l'hypophyse, de 
ces sécrétions peptidergiques. 
Une réponse positive seulement pour la met-enképhaline a été obtenue 
au niveau du cortex surrénalien du mouton (principalement la glomérulée) 
et sur la thèque interne du follicule et les cellules ·lutéales de la rate 
cyclique. 
Mots clés : Immocytochimie - Met-enképhaline - tl-endorphine - Corticcr 
surrénale - Testicule - Ovaire. 
SuMMARY 
IMMUNOCYTOCHEMISTRY OF STEROID SECRETING CELLS RAISED FROM THE 
ADRENOGENITAL BUD : EVIDENCE FOR ENDORPHIN RELATED ANTIGENS 
Antigens related to met-enkephalin and to a and �ndorphins were 
investigated using immunocytochemistry on glandular structures raised 
from the adrenogenital bud in boars, rams cyclic female rats. 
• l.N.R.A., Station de Physiologie de la Reproduction, Laboratoire de Neuro­
endocrinologie sexuelle - 37380 Nouzilly. 
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· Leydig cells of the boar (but not of the ram) reacted strongly against 
anti met-enkephalin and anti �ndorphin ; the response was pituitary 
dependent. 
ln the cortex (but not in the medullar) of sheep adrenals, glomerulae 
gave a positive response with only anti met-enkephalin ; likewise, in the 
cyclic female rat, cells of the follicular internai theca and of the corpora 
·lutea are stronger immunoreactive for anti met-enkephalin but not for 
anti �ndorphin. These data were discussed. 
Key words : lmmunocytochemistry - Met-enkephalin - �endorphin -
Adrenal - Testis - Ovary. 
Les « endorphines » sont des polypeptides ayant en commun la 
capacité de se lier à des récepteurs propres aux membranes externes 
et aux synaptosomes neuronaux, récepteurs reconnus également par 
la morphine et vis-à-vis desquels la naloxone, antagoniste synthétique 
de la morphine, se comporte comme un inhibiteur compétitif. Ces 
polypeptides appartiennent à deux familles distinctes ; 
- les enképhalines .(HUGUES et al., 1975), pentapeptides différant 
par le Cs (méthionine pour la met-enképhaline, leucine pour la leu­
enképhaline) ; 
- les endorphines « stricto sensu » (GUILLEMIN et al., 1976) a, � 
et Y, correspondant respectivement à la 61-76, 61-91, 61-77 tl-LPH 
hypophysaire (revues in : IVERSEN et DINGLEDINE, 1976 ; FREDERICKSON, 
1977 ; SNYDER, 1977 ; GUILLEMIN, 1978 ; MILLER et CUATRECASAS, 1978; 
ADLER, 1980 ; y ANG et al., 1980). 
Ils dérivent de trois précurseurs : 
- la pré pro-opiomélanocortine (265 a.a.), génératrice des endor­
phines « stricto sensu » ; 
- la .pré .p r�nképhaline A (263 a.a.) , génératrice de la met­
enképhaline ; 
- la pré pro-enképhaline B 1(256 a.a.), génératrice de la leu­
enképhaline (revue in : HALLT, 1983). 
Très étudiés au niveau hypophysaire (endorphines) et dans le 
système nerveux (enképhalines, endorphines)., ces polypeptides ont été 
retrouvés par immunocytochimie au sein de parenchymes variés, 
notamment : 
a) Enképhalines: l'appareil digestif (POLAK et al., 1911), le placenta
(LIOTTA et KRIEGER, 1980), mais surtout les surrénales (HEXUM et al., 
1980), principal site d'extraction ; chez les prochordés, la met-enké­
phaline a été visualisée dans l'ovaire de l'ascidie (GEORGES et DUBOIS, 
198.). 
b) Endorphines : l'appareil génital mâle (SHARP et al., 1980, 1981 ; 
Suu-DoNG et al., 1982 ; SHARP et al., 1984) et femelle (LIOTTA et 
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KRIEGER, 1980; LIOTTA et al., 1982 ; SHAHA et al., 1984) ; le tube digestif 
et le pancréas (FEURLE et al., 1980 ; ORWOLL et KENDALL, 1980 ; 
LARSSON, 1981). 
Nous présentons ci-après les résultats obtenus par immunocyto­
chimie à partir de sérums anti-enképhalines ou anti-endorphines sur 
deux dérivés de l'ébauche adrénogénitale possédant en commun une 
activité stéroïdogène (corticostéroïdes, stéroïdes génitaux). 
MATERIEL ET METHODES 
L'étude a porté sur : 
a) Des surrénales d'ovins (fœtus entre 90 et 140 jours de gesta­
tion ; agneaux en période périnatale ; adultes). 
b) Des ovaires de rates cycliques, à différents stades du cycle 
génital. 
c) Des testicules de verrats, normaux ou cryptorchides et de 
verrats hypophysectomisés soit 8 jours, soit 6 mois avant le prélève­
ment. 
d) Des testicules de béliers adultes 
Tous les prélèvements sont fixés au Bouin-Hollande sans acide 
acétique et additionné de 0,5 % de chlorure mercurique, déshydratés 
et inclus dans la paraffine pour être débités en coupes de S à 7 µ 
montées sur lames gélatinées. 
RÉACTION IMMUNOCYTOCHIMIOUE 
Les coupes sont traitées en immunofluorescence (incubations 
courtes) par la méthode indirecte selon la technique habituelle 
(DUBOIS, 1977). Les antisérums utilisés sont un anti-0-enképhaline/ 
HSA (réf. 19638), un anti-0-endorphine/HSA (réf. 19640) et un anti­
�endorphine/HSA (réf. 19645), dont la spécificité a été testée et 
exposée antérieurement '(BLAHSER et DUBOIS, 1980 ; GIROD et al., 1980 ; 
OLIVIER et al., 1980). Les contrôles usuels sont effectués, y compris 
la préincubation des antisérums en présence des antigènes homolo­
gues ou apparentés. 
RESULTATS 
1. SPÉCIFICITÉ DE LA RÉACTION 
Aucune réponse n'a été observée en présence de l'anti-« 
endorphine. Toutes les réactions positives obtenues avec l'anti...a.. 
enképhaline ou l'anti�ndorphine ne sont inhibées que par l'antigène 
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spécifique de l'antisérum utilisé {met-enképhaline pour l'anti-met­
enképhaline, �ndorphine pour l'anti-lf:\-endorphine). 
2. SURR�ALES DE MOUTON 
En présence d'anti-met-enképhaline mais non d'anti�ndorphine, 
une réaction positive marquée a été constamment observée au niveau 
de la zone glomérulée du cortex surrénalien, moindre ou sans signi­
fication au niveau de la fasciculée selon les sujets. Cette réaction est 
déjà visible à 90 jours de gestation sur le fœtus. La médullo-surrénale 
est apparue constamment négative. 
3. OVAIRES DE RATE CYCLIQUE 
L'anti-met-enképhaline, mais 
·
non l'anti-�endorphine, révèle deux 
types de structures bien définies : les cellules de la thèque interne 
du follicule tertiaire à maturité et les cellules lutéales des cor,ps 
jaunes cycliques et régressifs. La réaction est particulièrement évi­
dente et fait contraste avec une réponse au seuil de la signification 
au niveau des cellules de la granulosa d'un petit nombre de follioules. 
4. TESTICULE DE PORC 
1Les cellules de la glande interstitielle, et elles seules, réagissent 
positivement en présence de l'anti�endo�hine et de l'anti--0-enké­
phaline sur le verrat adulte normal ; l'intensité de la réponse au 
premier des antisérums dépasse celle due au second. Les réactions 
sont inhibées après saturation préalable de l'un ou de l'autre de ces 
anticorps par leur antigène respectif. 
Sur le verrat atteint de cryptorchidie unilatérale, la réaction est 
plus accusée au niveau du testicule ectopique ; Ja réaction reste 
visible dans le cas de cryptorchidie bilatérale. 
Sur le verrat récemment hypophysectomisé 1(8 jours), la réaction 
est bien marquée en ,présence des deux antisérums malgré la régres­
sion visible de la glande de ,Leydig. Sur le verrat hypophysectomisé 
depuis 6 mois, la réaction est abolie au niveau de la glande intersti­
tielle atrophique. 
5. TESTICULE DE B�LIER 
Aucune réponse significative n'a été observée au niveau des 
cellules de Leydig vis-à-vis des antisérums utilisés. 
DISCUSSION 
S'il est bien connu que les deux glandes endocrines dérivées de 
J'ébauche adrénogénitale élaborent essentiellement des hormones 
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stéroïdes (corticostéroïdes de la surrénale, stéroïdes génitaux), l'exis­
tence d'une sécrétion peptidergique à ce niveau est une donnée 
récente. 
• La présence de matériel antigénitiquement apparenté à la � 
endorphine a été démontrée par immunocytochimie au niveau des 
cellules de Leydig du testicule chez le rat, la souris, le hamster, le 
cobaye et le lapin (SHu .. DoNG et al., 1982 ; SHAHA et al., 1984). Nos 
résultats obtenus chez le por.c (mais non chez le bélier) s'ajoutent à 
cette liste et montrent, en plus, que Ja synthèse à ce niveau des 
antigènes apparentés à la Il-endorphine et à la met-enképhaline est 
dépendante des sécrétions adénohypophysaires actives. 
L'immunoréactivité de la glande de Leydig du verrat vis-à-vis 
de l'anti-met-enképhaline apparaît une donnée originale, non retrou­
vée chez le bélier et implique deux processus différents de synthèse, 
puisque les précurseurs de la met-enképhaline et de la fi.endorphine 
sont fondamentalement différents . 
. 
• Nos résultats obtenus· sur l'ovaire de la rate et la surrénale de 
mouton diffèrent de ceux annoncés par SHu-DoNG et al. (loc. cit.). 
Pour ceux-ci, le corps jaune ovarien et le cortex surrénalien (réticulé 
principalement) de la rate répondent à l'anti-tl-endorphine. Sur notre 
matériel ,préparé dans des conditions similaires en vue de l'immuno­
cytochimie, aucune réponse significative vis-à-vis de l'anti-tl-endorphine 
n'a été observée. Nos résultats positifs, en présence d'anti-met-enké­
phaline sur la thèque interne et les cellules lutéales de l'ovaire de 
rate cyclique et sur le cortex surrénalien (glomérulé principalement) 
de mouton, n'ont toutefois pas été confirmés par la littérature scien­
tifique, si ce n'est par dosage radio-immunologique au niveau du 
cortex surrénalien du fœtus et de l'adulte dans cette espèce (DUNLAP 
et RUSE, 1983 : met-enképhaline 2,2 ng/ml protéines ; leu-enképhaline 
0,95 ng/ml ,protéines : valeurs égales chez la mère et le fœtus à 139 
jours de gestation). Comment interpréter ce désaccord, associé à 
l'absence de réaction, vis-à-vis de l'anti-met-enképhaline, de la médullo­
surrénale de mouton, site de synthèse privilégié de ce peptide parti­
culièrement abondant à ce niveau chez les ruminants domestiques 
(WILSON et al., 1980). SHU-DONG et al., ne donnent pas de précisions 
sur les déterminants anticorps de leur anti�ndorphine ; notam­
ment aucune tentative d'inhiber la réaction par la a-enképhaline 
n'est mentionnée. Si J'immunogène utilisé par ces auteurs dans l'ob­
tention d'anti-tl-endorphine a été réalisée en couplant le peptide à 
un « carrier » protidique par une carbodimide, l'extrémité -NH2 de 
l'endorphine peut avoir été privilégiée comme déterminant antigé­
nique, expliquant une éventuelle réaction croisée entre l'anti-fj­
endorphine de ces auteurs et la met-enképhaline (séquence 1-5 de la 
Il-endorphine) au niveau des structures reconnues. Les antisérums 
utilisés dans la présente étude ne présentent pas de semblable réac­
tion croisée : l'anti-ll-endorphine est principalement dirigé contre 
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l'extrémité -COOH (comme le montre l'absence d'inhibition par 
l'a-endorphine) et ne reconnaît pas la met-enképhaline ; la �endor­
phine n'inhibe pas la réaction due à l'anti-met-enképhaline, malgré 
l'identité de l'extrémité -NH2 chez les deux peptides. 
• L'absence d'immunoréactivité de la médullo-surrénale vis-à-vis 
de l'anti-met-enképhaline est surprenante : nous l'avons constamment 
constatée, dans les mêmes conditions, préparation des tissus pour 
l'immunocytochimie, au niveau du système nerveux des mammifères, 
au sein des structures .pourtant connues pour contenir la met­
enképhaline : cerveau, moelle, ganglions sympathiques et para­
ganglions, mais ·non au sein de .parenchymes non dérivés du neuro­
ectoderme, tels que le cortex surrénalien, la glande de Leydig, la 
thèque interne du follicule ovarien et le corips jaune, tous provenant 
de l'ébauche adrénogénitale. Tel n'est pas non plus le cas dans d'au­
tres classes de vertébrés, tel l'oiseau (BLAHSER et DUBOIS, loc. cit.), 
d'où l'hypothèse de Ja présence du peptide sous des formes diffé­
rentes selon les tissus et les espèces : forme aisément libérée de son 
support dans un cas, liaison forte avec celui-ci dans l'autre. 
A cette dernière hy.pothèse se raccorderait la possibilité de 
l'existence à l'état libre, mais aisément immobilisé par le fixateur, 
d'un précurseur immédiat de la met-enképhaline, tel Je peptide F 
isolé de la surrénale de bovin : celui-ci, fragment (107-140) de la pré 
pro-enképhaline A, renferme à ses extrémités -NH2 et -COOH une 
séquence met-enképhaline accessible directement aux anticorps anti­
�ndorphine, qu'ils reconnaissent l'extrémité -COOH ou J'extrémité 
-NH2. 
Cependant, chez le mouton, un tel peptide n'a .pas été isolé, mais 
seulement une séquence correspondant à la séquence 128-140 de 
peptide F bovins et ce, à partir des granulations chromaffines de la 
médullo-surrénale (MICANOVIC et al., 1984). 
Quel rôle attribuer aux sécrétions .peptidergiques ainsi révélées ? 
La nature endocrine des structures qu'ils élaborent est bien connue, 
mais rien n'est connu des fonctions à attribuer à de telles sécrétions, 
présentes simultanément dans de multiples glandes aux activités si 
différentes. Mais le cas n'est pas unique : la somatostatine pancréa­
tique en est un autre exemple. 
Enfin, l'existence d'une dépendance vis-à-vis de l'hy.pophyse 
implique un rontrôle par celle-ci dont le mécanisme reste à préciser. 
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